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Au cours de l’infection de son hôte, un pathogène doit être capable d’accéder aux nutriments 
stockés dans la cellule hôte. Il a été prouvé qu’une infection bactérienne induit une transcription 
de transporteurs de sucres, dont le but est d’exporter les sucres vers l’apoplasme, lieu de 
colonisation et de croissance du pathogène. Dans cette étude, nous investiguons si les 
transporteurs d’acides aminés sont également surexprimés par manipulation du pathogène afin 
d’exporter des acides aminés vers l’apoplasme. Dans le même temps, nous investiguons si la 
plante surexprime des transporteurs d’acides aminés une fois la pathogène reconnu, pour cette 
fois importer des acides aminés vers le cytoplasme afin d’affamer la bactérie.  
PTR3 et les UMAMITs sont respectivement des importeurs et des exporteurs d’acides aminés, 
suspectés d’être impliqués dans la défense contre les pathogènes bactériens d’Arabidopsis 
thaliana. Dans cette étude, nous montrons que les effecteurs de type 3 de Pseudomonas syringae 
sont requis pour que le pathogène puisse forcer la plante à surexprimer UMAMITs et sous-
exprimer PTR3. En testant de nombreuses bactéries mutantes, nous avons identifié des protéines 
effectrices candidates qui pourraient être nécessaires dans l’induction de l’expression de 
UMAMIT. Nous avons également étudié la potentielle importance de protéines membranaires 
dans la résistance systémique acquise (SAR) de la plante activée par acide pipécolique, une 
phytohormone dérivée de deux acides aminés.  
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L’augmentation de la population humaine accroît le besoin en nourriture et en énergie comme 
le biocarburant (Figure 1) (Ray  et al. 2013). En 2050, la capacité de production agricole globale 
devra augmenter de 60% à 110% pour répondre à ces besoin croissants (Tilman et al. 2011). 
Cependant, la place est limitée pour créer de nouvelles terres agricoles, la sécurité alimentaire 
viendra donc d’une augmentation des rendements des cultures déjà existantes (Muir et al. 2010; 
Foley et al. 2011). Les pathogènes sont responsables de la baisse en quantité et en qualité de 
nombreuses plantes à intérêts économiques. Les cultures les plus répandus comme le blé, le riz, 
le soja, le maïs, les patates ou les tomates peuvent perdre près de 10% à 41% suite à l’exposition 
d’un champ à son pathogène respectif (Savary et al. 2019). Il est donc important d’étudier et de 






Figure 1 : Projections globales des besoins en nourriture 
Comparaison à la projection de l’augmentation de la production des cultures majeures. Les 
lignes pointillées représentent les besoins et les lignes pleines l’augmentation réelle (Ray et al. 
2013) 
L’acquisition de nutriments comme les acides aminés ou les sucres est essentielle pour la survie 
de tout organisme. Les pathogènes ont donc développé différentes stratégies pour obtenir les 
nutriments nécessaires à leur croissance. En contrepartie, les plantes ont évolué pour affamer 
leurs agresseurs en réabsorbant les nutriments, situés dans le lieu de prolifération du pathogène 
(l’apoplasme). Les transporteurs membranaires de nutriments de la cellule hôte semblent être 
des candidats intéressants pour la croissance du pathogène ou la défense de l’hôte, via la 
réabsorption de ces nutriments ou l’activation des systèmes immunitaires de la plante. 
Ce mémoire s’intéressera à différents transporteurs d’acides aminés de la plante et comment ils 
sont exprimés lors d’une situation d’agression par un pathogène. Cette expression sera 
manipulée à la fois par la plante pour sa défense et par le pathogène pour sa prolifération : c’est 




1.2 Présentation du patho-système A. thaliana – P. syringae 
Le patho-système étudié dans ce mémoire se compose de la plante type de laboratoire 
Arabidopsis thaliana et d’une bactérie Gram négatif Pseudomonas syringae. Ce patho-système 
est intéressant à étudier dans le cadre d’une recherche fondamentale, car A. thaliana est une 
plante très bien caractérisée et très fréquemment utilisée par de nombreux laboratoires de 
recherche. Cette herbe de la famille de la moutarde est la première plante dont le génome a été 
séquencé au complet. Elle est utilisée comme plante modèle en biologie moléculaire grâce à son 
petit génome (7 × 107 paires de bases) et son temps de génération court (5 à 8 semaines) (Poczai 
et al. 2014). Il existe aussi une grande quantité de ressources disponibles pour travailler avec 
cette plante, comme par exemple une banque des mutants viables disponibles, ce qui donne 
accès à des graines intéressantes rapidement et à faible coût (TAIR : The Arabidopsis 
Information Ressource). De plus, le pathogène P. syringae pv. Tomato (Pst) est également le 
pathogène d’une plante d’intérêt économique, Solanum lycopersicum, la tomate. 
Cette bactérie pathogène va envahir les feuilles de la plante par des stomates ouvertes ou des 
blessures dans l’épiderme, puis va vivre et se reproduire dans l’espace extracellulaire qu’est 
l’apoplasme. Il existe une barrière mécanique et structurelle primaire dont le but est d’empêcher 
la colonisation par le pathogène. La cuticule de la plante qui recouvre les cellules de l’épiderme 
est une couche protectrice contre les stress biotiques; elle est constituée de lipides, de sucres et 
de cires (Fernández et al. 2016). Les stomates sont des ouvertures naturelles nécessaires aux 
échanges gazeux de la plante; c’est un lieu d’entrée idéal pour le pathogène et les plantes ont 
donc évolué pour fermer ces ouvertures après reconnaissance d’une bactérie telle que P. 
syringae (Zhang et al. 2018). De plus, les défenses chimiques sont assurées par des composants 
antimicrobiens telle que la phytoalexine qui agira comme une toxine antimicrobienne et peut 
rapidement être synthétisée de novo après infection d’un pathogène (Ahuja, Kissen, and Bones 
2012). Une fois que le pathogène est passé au travers des défenses physique et chimique de la 
plante, grâce à une blessure par exemple, la plante doit être capable de reconnaitre la bactérie 




Pst, comme de nombreux pathogènes bactériens, va utiliser un système de sécrétion de type 3 
(T3SS), un complexe protéique qui va fonctionner comme une "seringue" et injecter de 
nombreuses protéines effectrices dans la cellule hôte. Ces effecteurs sont utilisés par la bactérie 
pour réprimer le système immunitaire de la plante ou pour changer son métabolisme, donc pour 
donner un avantage au pathogène (Grant et al. 2006). 
Cette compétition entre le pathogène et son hôte suit un modèle en "zig-zag" (Wang et al. 2021). 
La première étape après infection est donc la perception de celle-ci par la plante grâce à des 
interactions entre des molécules de surfaces (protéines, peptides, sucres ou lipides) de la 
bactérie, appelées "microbe/pathogen associated molecular patterns" (MAMPs/PAMPs), 
comme le peptide flagelline, et des récepteurs de la cellule hôte, comme le récepteur kinase 
flagellin-sensitive 2 (FLS2) qui reconnait l’épitope flg22 de la flagelline. Le changement de 
conformation de FLS2, causé par son interaction avec flg22, entraîne une association avec le 
co-récepteur "brasinosteroid insensitive 1 (BRI1)-associated receptor kinase 1" (BAK1) et 
transmet ainsi un signal par cascade de phosphorylation (Chinchilla et al. 2007). Cette 
reconnaissance du pathogène par la cellule hôte va déclencher la "PAMP-Triggered Immunity" 
(PTI). La plante peut également détecter des "damage-associated molecular patterns" (DAMPs), 
qui sont des produits de dégradation de la plante résultant d’une invasion d’un pathogène ou 
d’une blessure. Les DAMPs peuvent être des protéines nucléaires ou cytosolique dénaturées en 
passant d’un environnement réducteur à un environnement oxydant suite à une lésion. D’autres 
exemples de DAMPs peuvent être l’ATP, l’acide urique ou l’ADN libéré après la nécrose 
(Rubartelli and Lotze 2007). Ces DAMPs activent également la PTI (Yamaguchi and Huffaker 
2011). La réponse la plus rapide connue à ce jour face à une reconnaissance de MAMP/PAMP 
est un influx extracellulaire de Ca2+ dans le cytoplasme qui arriverait entre 30 secondes et 2 
minutes après reconnaissance de flg22. Cet influx de Ca2+ entrainerait une cascade de 
phosphorylation des "mitogen activated protein kinases" (MAPK) (Jeworutzki et al. 2010). 
Entre 2 et 3 minutes après la reconnaissance d’un MAMP, on observe une production 
extracellulaire de "reactive oxygen species" (ROS), principalement constitué de peroxyde 




diffuser dans le cytosol après avoir été activé par plusieurs autres réponses de défenses de la 
plante comme les "pattern recognition receptor" (PRR), couplés aux protéines Gp-G, entrainant 
une cascade de signalisation par les MAPK et CDPK (Calcium-dependant protein kinase), plant 
NADPH oxydase GP91PHOX , peroxydase 33 et 34 de classe III qui permettent la transformation 
d’O2 en H2O2 activant des facteurs de transcription (TF) qui changeront l’expression génique de 
la plante (O’Brien et al. 2012). 
La seconde étape de ce schéma en "zig-zag" est l’injection des effecteurs de la bactérie par son 
T3SS afin de réprimer cette PTI et d’induire la susceptibilité au pathogène. Cette étape s’appelle 
"Effector Triggered Susceptibility" (ETS). (Nomura, Melotto, and He 2005). 
Le génome de P. syringae montre une collection de 18 effecteurs de types 3 séparés en 6 
"clusters", ou groupes (colorés en rose) ainsi que le "conserved effector locus" (CEL) (tableau 
1) (Wei et al. 2009). Les fonctions de plusieurs de ces effecteurs suivent un ordre hiérarchique. 
AvrPtoB supprime l’immunité de l’hôte, permettant à d’autres effecteurs d’augmenter la 
croissance du pathogène (HopM1 et HopE1), de démarrer la chlorose (HopG1), de former des 
lésions (HopAM1-1) et d’augmenter la production de symptômes (AvrE) (Cunnac et al. 2011). 
Ces différents effecteurs injectés par le T3SS sont responsables de la virulence de P. syringae. 





Tableau 1 : Effecteurs de type 3 et CEL de P. syringae (adapté de Wei et al., 2009) 
Groupe d’appartenance "Cluster" Nom de l’effecteur 
 hopK1 
 hopY1 
Cluster I hopU1 
hopF2 
Cluster II hopH1 
hopC1 


















Tableau 1 : suite  











Suite à cette injection d’effecteurs, la plante peut reconnaître les effecteurs via des protéines de 
résistance, les récepteurs "Nucleotide binding oligomerization domain containing Leucin-rich 
Repeat" (NLR), pour ainsi déclencher l’"Effector Triggered Immunity" (ETI) qui est une 
immunité plus efficace de la plante contre le pathogène (Jones and Dangl 2006). Cette ETI va 
entrainer une production de phytohormones, et autres protéines, qui serviront de messagers à 
travers la plante afin de déclencher une réponse systémique (Systemic Acquired Resistance, 
SAR), et permettre à la plante de résister à son agresseur, dans notre cas, P. syringae. 
Cette SAR nécessite la collaboration de deux phytohormones régulatrices de l’immunité chez 
la plante : l’acide salicylique (SA) et l’acide pipécolique (Pip). Les études transcriptomiques ont 
révélé que l’établissement de la SAR chez A. thaliana est caractérisé par une forte réponse 
transcriptionnelle systémique induite dans les feuilles qui préparent la plante à de futures 




L’augmentation des niveaux systémique d’acide pipécolique est indispensable pour la SAR et 
nécessaire pour toute la transcription de la réponse SAR. Pendant la SAR, Pip enclenche les 
réponses contre l’infection de Pseudomonas de façon SA-dépendante et également SA-
indépendante par l’activation du gène "Flavin Dependent-MonoOxygenase 1" (FMO1) qui 
catalyse Pip en "N-hydroxy-pipecolic acid" (NHP). L’acide aminé NHP s’accumule de façon 
systémique dans les feuilles de la plante suite à une infection d’un pathogène et induit la SAR 
contre les bactéries (Hartmann et al. 2018). NHP confère l’immunité via les récepteur d’acide 
salicylique NPR1 pour changer la transcription de la plante et ainsi lui permettre de se défendre 
plus efficacement (Zeier 2021). Le module Pip/FMO1 agit donc comme un activateur 
indispensable de la SAR et l’acide salicylique amplifie les réponses enclenchées par l’acide 
pipécolique (Bernsdorff et al. 2016). 
1.3 Présentation des SWEET et STP 
Pour comprendre la direction de cette étude, il faut d’abord présenter les travaux d’une étude 
publiée dans la revue Nature (Chen et al. 2010) qui porte sur des transporteurs membranaires 
de sucres : les "Sugar Will Eventually be Exported Transporters" (SWEETs) et les "Sugar 
Transports Proteins" (STPs). Le pathogène utilisé dans cette étude est Xanthomonas oryzae dont 
l’hôte principale est le riz (Oryza sativa). La plante type de laboratoire A. thaliana est utilisée 
comme hôte La maladie causée par ce pathogène, la "leaf blight" peut avoir des conséquences 
désastreuses sur les récoltes si les conditions sont favorables pour la bactérie (Yu et al. 2021). 
Il était donc important pour cette équipe de chercheurs de comprendre comment Xanthomonas 
obtenait ses nutriments lors de l’infection de la plante. 
Le pathogène Xanthomonas oryzae utilise des "Transcription-Activator Like Effectors" 
(TALEs) pour manipuler le métabolisme de son hôte à son propre avantage (de Lange et al. 
2013). Les SWEETs sont des exporteurs de sucres situés dans la membrane plasmique et les 
STPs, à l’inverse des importeurs de sucres, également situés dans la membrane plasmique. Le 




résultat une augmentation de l’expression des SWEETs. Cette accumulation de SWEETs 
augmente le flux de sucres vers l’apoplasme où prolifère la bactérie. STP13 est surexprimé lors 
de la PTI pour, à l’inverse, réabsorber les sucres dans le cytoplasme, inaccessible pour le 
pathogène. Cette surexpression de STP13 contribue à la résistance au pathogène en limitant le 
développement des symptômes et en permettant l’augmentation de consommation d’énergie de 
la plante pour se défendre contre son agresseur (Lemonnier et al. 2014). On voit donc ici une 
course à l’armement entre le pathogène et son hôte pour arriver à voler (ou garder) le plus de 
nutriments possibles, soit les sucres (figure 2) (Bezrutczyk et al. 2018).  
 
Figure 2 : Schéma de l'hypothèse de manipulation des STP/SWEETs 
La cellule hôte cherche à affamer le pathogène après reconnaissance des PAMP par FLS2/BAK1 




1.4 UMAMITs et PTR3 
À l’instar de l’étude de Chen et al. (2010) montrant une manipulation des flux de sucres, notre 
hypothèse est qu’il existe d’autres exporteurs et importeurs de nutriments essentiels au 
pathogène et à l’hôte dont l’expression sa manipulée par ces derniers. Outre les sucres, les acides 
aminés font partis des nutriments nécessaires à la prolifération du pathogène ou la survie de la 
plante. En plus d’être nécessaire à la synthèse de protéines, les acides aminés sont étroitement 
liés à la production d’énergie, au métabolisme des carbohydrates, au budget carbon/azote, aux 
hormones et métabolites secondaires ou encore aux réponses aux stress (Yang, Zhao, and Liu 
2020). Bien que le pathogène puisse synthétiser certains acides aminés à partir d’une source de 
carbone et d’une source d’azote, relocaliser des acides aminés du cytosol vers son lieux de 
prolifération est probablement avantageux pour lui.  
Le génome de A. thaliana étant séquencé au complet, on peut étudier de nombreuses protéines 
annotées aux fonctions inconnues (Karim and Lundh 2005). Les banques de données publiques 
nous ont permis de sélectionner des candidats qui seront décrits dans ce mémoire. 
1.4.1 Présentation de PTR3 
Le "Major Facilitator Superfamily" (MFS) est l’un des plus grands groupes de transporteurs 
membranaires et est présent dans les trois groupes d’organismes vivants : les bactéries, les 
archéobactéries et les eucaryotes (Rédei 2008). Ces transporteurs sont des pompes à protons qui 
transportent une grande variété de molécules, comme les ions, les sucres, les nucléotides, les 
acides aminés, les peptides, de façon uniport, symport ou antiport. L’acquisition et l’allocation 
de composés nitrogéniques, incluant peptides et acides aminés, est essentielle pour la plupart 
des organismes vivants. Il existe 22 familles caractérisées de transporteurs qui peuvent 
transporter les acides aminés et seulement 4 familles peuvent transporter les peptides (Saier 
2000). Les transporteurs de peptides faisant partie de la famille des "di-/triPeptide Transporter 




régions hélices α transmembranaires. Ces transporteurs sont considérés comme faisant partie du 
MFS et déplacent en symport un ou plusieurs ions H+ avec la molécule transportée (Chang et 
al. 2004).  
Les analyses phylogénétiques des transporteurs de la famille PTR indiquent qu’ils peuvent être 
classifiés en quatre groupes selon la présence et la localisation de la boucle hydrophile dans les 
protéines (Almagro, Shan, and Yi 2008). Les groupes I à III contiennent des transporteurs 
appartenant aux bactéries, animaux et champignons, respectivement. Alors que le groupe IV 
contient un mélange de transporteurs de peptide et de nitrate chez les plantes ainsi que des 
transporteurs de peptides et d’histidine chez les mammifères. Bien qu’homologues, les 
transporteurs de nitrates et les transporteurs de peptides des plantes semblent former un groupe 
distinct dans cette famille (Lin et al. 2000). Cependant, plusieurs PTR appartenant aux plantes 
semblent être capables de transporter ces 2 composés ainsi que d’autres molécules comme les 
acides aminés ou les chlorates (Galván and Fernández 2001). 
Une étude (Karim et al. 2007) suggère que l’importeur d’acides aminés PTR3 est impliqué dans 
la défense d’A. thaliana contre P. syringae.  Dans une précédente publication, les auteurs de 
cette étude ont caractérisé le gène codant pour le transporteur de peptide AtPTR3 (At5g46050), 
identifié grâce à un gène rapporteur gus (β-Glucuronidase). Dans leur lignée exprimant la 
protéine fusion PTR3-GUS, une forte activité de GUS pouvait être observée autour des blessures 
(Karim and Lundh 2005). Une blessure de la plante, entrainant la nécrose de cellules, va libérer 
des DAMPs (Rubartelli and Lotze 2007) qui activeront la PTI. Activer la PTI va donc augmenter 
l’expression de PTR3 autour de la blessure. 
Les plantes mutantes, dont le gène AtPTR3 est manquant, sont plus susceptibles face à P. 
syringae. De plus, ces travaux ont permis de montrer que l’expression de AtPTR3 est réduite 




1.4.2 Présentation des UMAMITs 
Les transporteurs d’acides aminés forment deux familles parmi les plantes. Ces familles se 
regroupent selon leur similarité de séquence et leur capacité de transport : la famille des "amino 
acid/auxin permease" (AAAP) -aussi appelée "amino acid transporter family" (ATF)- et la 
famille des "amino acid-polyamine-organocation" (APC) (Ludewing and Koch 2008). La 
famille AAAP peut être divisée en plusieurs autres sous-familles : "general amino acids 
transporters" (AAPs), "lysine and histidine transporters" (LHTs, qui seront abordés dans ce 
mémoire), "γ-aminobutyric acid transporters" (GATs), "proline transporters" (ProTs) et "indole-
3-acetic acid transporters" (AUXs). La famille APC est composées de trois sous familles : 
"cationic amino acid tranporters" (CATs), "amino acid/choline transporters" et "polyamine H+-
symporters" (PHSs) (Tegeder and Rentsch 2010). Un groupe supplémentaire, désigné " usually 
multiple acids move in and out transporters " (UMAMIT), a récemment été identifié chez A. 





Figure 3 : Relation phylogénétique des transporteurs d’acides aminés du riz et de A. 
thaliana 
L’alignement de séquence multiple a été effectué par Clustal X et l’arbre phylogénétique a été 
construit en utilisant MEGA7. Les familles AAAP, APC et UMAMIT s sont différenciées pas 
des couleurs de fonds différentes (Yao et al. 2020)  
Les protéines UMAMITs sont des exporteurs d’acides aminés non spécifiques, situés dans la 
membrane plasmique, et seraient potentiellement impliquées dans la translocation d’acides 
aminés dans les feuilles ou dans le spermoderme des graines. Ils auraient une fonction similaire 
aux SWEETs pour les flux de sucres (Eom et al. 2015; Müller et al. 2015). Deux variants de 





A. thaliana surexprime des protéines membranaires (STP) pour réabsorber les sucres à la suite 
de la reconnaissance du pathogène Xanthomonas oryzae (Chen et al. 2010). Un autre système 
de réabsorption de nutriments existe-t-il pour les acides aminés à la suite d’une infection par P. 
syringae ? En contrepartie, Xanthomonas oryzae injecte de TALEs dans la cellule hôte pour 
pouvoir forcer la surexpression des exporteurs de sucres (SWEETs).  
P. syringae injecte-t-il des effecteurs de type III pour augmenter l’expression d’exporteurs 
d’acides aminés ? Si oui, peut-on identifier quels sont ces effecteurs ? Et enfin, ces systèmes de 
transports d’acides aminés sont-ils impliqués dans la défense d’A. thaliana au niveau systémique 
?  
L’objectif de ce mémoire est de vérifier si les transporteurs d’acides aminés PTR3/UMAMIT 
ont un rôle équivalent aux transporteurs de sucres STP/SWEET. C’est-à-dire d’évaluer si le 
pathogène manipule l’expression d’un exporteur pour son propre bénéfice (UMAMITs pour les 
acides aminés et SWEETs pour les sucres), et d’investiguer si les systèmes de défenses de la 
plante entrainent la surexpression d’un importeur de nutriments pour affamer le pathogène 
(PTR3 pour les acides aminés et STP pour les sucres). Nos hypothèses sont donc les suivantes : 
Partie 1 : 
• PTR3 donne un avantage à la plante lors d’une infection en affamant le pathogène 
• UMAMIT donne un avantage au pathogène en transportant les acides aminés vers 
l’apoplasme 
Partie 2 : 
• Les transporteurs d’acides aminés sont impliqués dans la réponse de défense systémique 
de la plante (SAR) de manière dépendante de l’acide pipécolique 
 
 
CHAPITRE 2  
MATÉRIEL ET MÉTHODE 
 
2.1 Matériel végétal et condition de croissance 
La plante principale utilisée au cours de ce projet est A. thaliana; l’écotype Columbia 0 (Col-0) 
est la plante contrôle pour toutes les expériences. En plus de Col-0, des plantes mutantes sur 
différents gènes sont utilisées (tableau 2). Ces mutants ont un background Col-0 et ont été 
commandés sur The Arabidopsis Information Ressource, TAIR 
(https://www.arabidopsis.org/index.jsp). Voici une liste des mutants A. thaliana utilisés :  
Tableau 2 : Mutants A. thaliana utilisés 









Toutes les graines d’A. thaliana sont vernalisées avant de passer en chambre de croissance; 
c’est-à-dire qu’elles passent 3 jours à 4°C pour simuler l’hiver. Ces graines poussent dans le 
mélange Agromix de Fafard avec un cycle jour/nuit de 12h à 23°C. Les plantes sont utilisées 
après 4 semaines en chambre de croissance. 
2.2 Matériel bactérien et méthode d’innoculation 
La bactérie principale utilisée dans ce projet est P. syringae pv tomato DC3000. Ce pathovar est 
la bactérie de type sauvage (DC3000 = WT). En plus de DC3000, des mutants de délétions de 
différents gènes obtenus chez cette même bactérie sont utilisés; ces mutants ont été obtenus par 
le biais d’une collaboration entre le laboratoire du Dr Peter Moffet et du Dr Sheng Yang He de 
l’université de l’état du Michigan ainsi que d’une collaboration avec le Dr Alan Collmer, 
professeur au Collège de l’agriculture et des sciences de la vie (CALS). À part le mutant hrcC 
auquel il manque le système de sécrétion type 3, les autres souches sont toutes mutées sur un ou 





Tableau 3 : Mutants P. syringae utilisés 
Mutants P. syringae Gènes mutés 
hrcC- T3SS 
CUCPB5445 Cluster II, hop C1 et hop H1 
CUCPB5448 Clusters II et IV 
CUCPB5451 Clusters II, IV et IX 
CUCPB5452 Clusters II, IV et IX 
CUCPB5459 Tous les clusters excepté le CEL 
CUCPB5460 hopQ1-1 
CUCPB5500 Tous les clusters 
CUCPB5585 Tous les clusters et tous les singlets 
 
Ces bactéries (tableau 3) croissent en milieu solide pendant 48 heures (milieu LBA lysogeny 
broth agar) puis en milieu liquide pendant 24 heures avec un antibiotique sélectif : rifampicin. 
• 500 mg NaCl (chlorure de sodium) 
• 500 mg peptone 
• 250 mg d’extrait de levure 
• 500 μL rifampicin 50 g/L (préparé avec méthanol et 5 gouttes de NaOH 10 N 
(Hydroxyde de sodium)) 




L’inoculation de la charge bactérienne sur les plantes se fait par injection avec une seringue sans 
aiguille de 1,5 mL. La densité optique (DO) utilisée pour l’infection est de 0,2 pour une future 
extraction d’ARN ou de 0,0002 pour un futur décompte bactérien.  
2.3 Extraction d’ARN 
Pour l’extraction d’ARN, en vue d’une RT-PCR, 100 mg de tissu sont broyés dans de l’azote 
liquide, puis l’ARN est extrait en utilisant le kit « RNA extraction kit » de Qiagen, suivi d’un 
traitement DNases avec le kit DNase de Qiagen. Pour les deux kits, les recommandations des 
protocoles sont suivies sans modification. La qualité et la pureté de l’ARN sont vérifiées par 
l’utilisation d’un spectrophotomètre ; le degré de pureté (ratio 260/230) ciblé est compris entre 
1,7 et 2,2. L’intégrité de l’ARN est vérifiée par une électrophorèse dans un gel d’agarose à 1,5%. 
Une fois ces vérifications effectuées, l’ADNc est synthétisé à partir de l’ARN obtenu 
précédemment avec l’utilisation du kit « All-in-one RT MasterMix » d’abm® en suivant le 
protocole et en appliquant 1000 ng d’ARN par échantillon. Les différentes amorces utilisées 





Tableau 4 : Amorces PCR et qPCR utilisées 





















Les différentes expériences de RT-qPCR sont réalisées dans l’appareil CFX96 de BioRad®, 
permettant une analyse de l’expression relative. Chaque réaction contient un Mastermix SYBR 
Green de WISENT, 400 μM des deux amorces ainsi qu’une dilution au 1/5 de 2 μg d’ADNc. 
Les cycles d’amplification sont les suivants après optimisation : 10 min 95°C puis 44 cycles 
avec 4 sec à 95°C et 4 sec à 60°C puis une élongation finale de 10 secondes à 95°C. Ces cycles 
sont suivis par l’étape des courbes de fusion afin de vérifier la spécificité des amorces utilisées. 
Toutes les réactions de RT-qPCR sont réalisées en triplicatas biologiques et techniques. Pour 
normaliser les résultats, un gène de référence doit être déterminé. Pour A. thaliana, c’est l’actine 
ACT2 qui est le gène de référence. Pour obtenir l’expression relative des analyses, la formule 
mise en place par Pfaffl (2001) est utilisée. Les cycles seuils (Ct : Cycle threshold) de chaque 
échantillon et chaque réaction sont tout d’abord convertis en expression relative (ER). Pour ce 
faire, on normalise les Ct pour chaque échantillon, ce que l’on nomme Ct 1; on fait de même 
pour les Ct de la condition contrôle (Ct Ø). La différence de ces deux Ct nous donne : ΔCt1 = 
Ct1 - Ct Ø. Par la suite, une deuxième normalisation est effectuée pour les gènes de références 
(Ct ref) ainsi que la condition contrôle (Ct Øref). De même que précédemment, la différence 
des deux donne : ΔCtref = Ct ref- Ct Øref. Pour déterminer l’expression relative, il faut 
également prendre en compte l’efficacité des amorces (EA). Ceci correspond à la formule 
suivante pour l’expression relative : ER = EA1(ΔCt1) / EAref(ΔCtref). Une fois l’expression relative 
obtenue, il reste l’analyse statistique à réaliser. Cette dernière se fait par ANOVA à comparaison 





2.5 Pip-priming assay 
 
Figure 4 : Schéma de présentation pip-priming assay 
L’acide pipécolique est absorbé par les racines. Ce signal d’acide pipécolique active la SAR 
dépendante de l’acide pipécolique. Le pathogène est injecté sous les feuilles qui seront prélevées 
(infection locale). Ce test nous permet de vérifier si la plante est capable d’activer la SAR après 
exposition à l’acide pipécolique, pour pouvoir se défendre plus efficacement contre P. syringae. 
Le pip-priming assay consiste à exposer les racines de la plante à l’acide pipécolique avant une 
infection des feuilles par P. syringae pour activer la SAR (figure 4). Les racines sont donc 
traitées avec 10 mL d’eau (contrôle) ou avec de l’acide pipécolique 1mM. Vingt-quatre heures 
plus tard, les feuilles sont infectées par une concentration bactérienne de Pseudomonas 
correspondant à une DO à 600 nm de 0,001 ou avec une solution de MgCl2 10 mM (contrôle) 
(tableau 5). Dix heures plus tard, les échantillons (feuilles infectées) sont récoltés pour faire un 
décompte bactérien et/ou un RT-qPCR. Voici les quatre conditions finales du pi-priming assay 





Tableau 5 : Échantillons pip-priming assay 
Nom de l’échantillon Priming Infection foliaire 
Mock-mock Eau MgCl2 
Mock-DC3000 Eau P. syringae DC3000 
Pip-mock Acide pipécolique MgCl2 
Pip-DC3000 Acide pipécolique P. syringae DC3000 
 
2.6 Décompte bactérien 
Le matériel végétal est infecté avec le matériel bactérien à une DO de 0,0002, soit 105 unités 
formant des colonies (UFC)/mL. Les échantillons (feuilles infectées) sont prélevés 3 jours post 
infection (DPI). L’épiderme des feuilles prélevées est ensuite stérilisé à l’éthanol 70% puis rincé 
à l’eau stérile. Les échantillons sont dilués en série avec du MgCl2 10 mM stérile, puis 10 μL 
par concentration sont étendus sur un milieu LBA avec rifampicin. Chaque condition de 





Figure 5 : Schéma explicatif d'un décompte bactérien 
La concentration bactérienne est divisée par 10 à chaque ligne (dilution en série). 3 réplicas 
biologiques avec 3 réplicas techniques (colonnes) sont faits. 
Deux jours après incubation à 28°C, les colonies (C) à la dernière dilution visible (D) (C doit 
être entre 20 et 200 colonies) sont comptées. La taille en centimètre carré de chaque disque de 
feuille prélevé est nommée S et le volume d’échantillon, en Litre (L), par section de la plaque, 
est nommé V. Pour avoir le nombre de bactérie (B) en colonie, formant unité par centimètre 
carré, on effectue le calcul suivant : B = ((C / V) * 10D) / S. Les histogrammes sont construits 




CHAPITRE 3  
RÉSULTATS 
 
3.1 Résultats préliminaires 
Les résultats préliminaires qui ont lancé le projet ont été obtenu par une banque de donnée 
publique sur bar.utoronto.ca/eplant/. Les résultats présentés dans le tableau 6 sont des résultats 
de Gene chip de données publiques générées par le laboratoire de Nuemberger dans le cadre du 
projet AtGeneExpress. La puce à ADN (ou DNA microarray) permet d’évaluer le niveau 
d’expression relative de milliers de gènes simultanément en utilisant une phase solide sur 
laquelle les amorces complémentaires aux ARNm des gènes cibles sont attachées. Plus il y a 
d’hybridation entre l’ARNm de l’échantillon et les sondes d’ADN de la micropuce, plus 
l’expression relative est forte. 
Les échantillons sont générés de trois façons différentes : soit par un traitement contrôle de 
10mM de MgCl2, soit une infection avec le pathogène virulent P. syringae DC3000, soit avec 
le pathogène avirulent P. syringae hrcC qui n’a pas de système de sécrétion type III (T3SS) 
fonctionnel. Les deux infections bactériennes ont été faites à une concentration de 108 UFC/mL 
pendant 24h. 
Les résultats de ce DNA microarray concernant les gènes d’intérêts pour ce projet sont présentés 
en tableau 6. On peut observer une forte augmentation du niveau d’expression de AtPTR3 lors 
d’une infection par le mutant hrcC. À l’inverse, AtUMAMIT10 et AtUMAMIT33 sont 
fortement exprimés lorsque le pathogène ne porte aucune mutation et est capable d’injecter tous 
ses effecteurs de type 3. 
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Tableau 6 : Adapté de la banque de données publique BAR eplant, Stress biotique P. 
syringae eFP. Expression relative des gènes étudiés 24h DPI. 
Gène étudié Traitement 
contrôle 
(10 mM MgCl2) 
Pathogène virulent 
(108 UFC/mL pv 
tomato DC3000) 
Déficience T3SS  





74,67 97,17 598,57 
AtUMAMIT10 
(AT3G56620) 
27,43 99,77 30,53 
AtUMAMIT33 
(AT4G28040) 
43,33 309 50,27 
La valeur surlignée en rouge dans chaque ligne est significativement différente des valeurs 
surlignées en jaune, dans la même ligne. 
Le second résultat préliminaire a été de confirmer que l’activation de la PTI de A. thaliana, par 
injection du flg22, 1 μM pendant 6h, entrainait une augmentation de l’expression de PTR3. La 
condition contrôle est une injection de MgCl2 10 mM. L’expression relative de PTR3 est 
mesurée par RT-qPCR. Cette technique nous permet de détecter l’augmentation de transcription 
d’un gène en ARNm par rapport à une condition contrôle. La flagelline 22 est un peptide dérivé 
de la protéine flagelline, qui permet de mimer la présence bactérienne et donc d’activer les 
réponses de défense de la plante. Cette expérience nous permet de voir l’effet sur l’expression 




Figure 6 : Analyse de l'expression relative de PTR3 par qRT-PCR après activation de la 
PTI de Col-0 par injection de flg22 
La plante est exposée à du flg22 1 μM pendant 6h, l’analyse a été faite en triplicata biologique 
et technique. 
L’exposition à la flg22 augmente l’expression relative de PTR3 (figure 6). Les test statistique t 
nous permet de confirmer que les 2 moyennes d’expression relative sont significativement 
différentes (p = 0,0016 à un intervalle de confiance de 99%). La transcription de PTR3 est 7,72 
fois supérieure au contrôle. Ceci nous permet de conclure que l’activation de la PTI, après 





Pour confirmer les résultats des banques de données publiques, observés dans le tableau 6, nous 
avons mesuré l’expression relative de PTR3, UMAMIT10 et UMAMIT33 dans Col-0 dans un 
cas d’infection par P. syringae DC3000 (WT) et P. syringae hrcC (T3SS manquant).  
Les résultats présentés dans la figure 7 montre que l’expression de  
• PTR3 est augmentée de 30,5 +/- 1,1 fois, celle de UMAMIT10 par 2,1 +/- 0,4 fois et 
celle de UMAMIT33 par 0,3 +/- 0,1 fois suite à une infection par hrcC par rapport à 
l’injection contrôle de MgCl2 
• L’expression de PTR3 est multipliée par 1,4 +/- 0,2 fois, celle de UMAMIT10 par 37,26 
+/- 8,49 fois et celle de UMAMIT33 par 8,6 +/- 1,5 fois suite à une infection par DC3000 
par rapport à l’injection contrôle de MgCl2. 
 
Figure 7 : Analyse de l’expression relative de gènes codant pour des transporteurs d’acides 
aminés 
L’expression des gènes codant les transporteurs indiqués a été analysée par qRT-PCR dans A. 
thaliana Col-0, 1 jour post infection (DPI) avec P. syringae (108 UFC/mL, DO = 0,2). Le test 
de comparaison multiple de Sidak nous permet de conclure que les valeurs moyennes pour les 
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colonnes hrcC sont significativement différentes des valeurs moyennes des colonnes DC3000 
(valeurs de p entre 0,000001 et 0,03) 
Ces résultats suivent la tendance des données présentes dans le tableau 5. L’expression relative 
observée lors d’une infection par la souche hrcC résulte d’une réponse de la plante suite à la 
reconnaissance de P. syringae. Cette réponse n’est pas manipulée par le pathogène, car il n’est 
pas capable d’injecter ses effecteurs dans la cellule hôte. Cependant, quand le pathogène peut 
injecter ses effecteurs de type III (souche WT DC 3000), l’expression relative de PTR3 n’est 
pas augmentée. On suppose ici que les gènes fortement exprimés dans une condition d’infection 
par hrcC donnent un avantage à la plante et que P. syringae coupe cette réponse de défense par 
injection d’effecteurs de type III. 
La souche virulente DC 3000 injecte ses effecteurs dans la cellule hôte pour manipuler les 
réponses de la plante et modifier son métabolisme. L’expression relative observée à la suite 
d’une infection par DC3000 résulte donc d’une manipulation par le pathogène ou d’une 
reconnaissance des effecteurs par la cellule hôte. L’expression relative des gènes UMAMIT10 
et UMAMIT33 n’est pas augmentée par la plante à la suite d’une reconnaissance bactérienne, 
mais est fortement augmentée, quand le pathogène peut injecter ses effecteurs. On suppose donc 
que ces deux gènes donnent un avantage au pathogène et sont manipulés par celui-ci, pour son 
propre bénéfice. 
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3.2 Identification des potentiels effecteurs manipulant les transporteurs d’acides aminés 
Nous avons confirmé que le pathogène P. syringae a besoin de ses effecteurs pour réguler 
l’expression de PTR3 et de UMAMIT. La suite logique du projet est donc d’essayer de 
déterminer quels effecteurs sont impliqués dans cette manipulation. Nous avons utilisé une 
banque de mutant de P. syringae. Ces mutants présentés dans le tableau 3 manquent un ou 
plusieurs clusters d’effecteurs présentés au tableau 1. Pour identifier quels effecteurs sont 
impliqués, nous avons analysé à nouveau l’expression relative de UMAMIT10 (figure 8) et de 
PTR3 (figure 9) après infection bactérienne ou une injection de MgCl2 (contrôle).  
Le but de cette expérience est de déterminer s’il y a une différence d’expression relative du gène 
d’intérêt entre la souche WT (DC3000) et les souches mutantes auxquelles il manque certains 
effecteurs ciblés. Si on voit une différence d’expression relative, c’est que les clusters délétés 
dans la souche indiquée étaient nécessaires pour la manipulation de ce gène et pour la virulence 





Figure 8 : Expression relative de UMAMIT-10 dans Col-0 
1 DPI avec des souches mutantes de P. syringae sur différents clusters d’effecteurs (108 
UFC/mL, DO = 0,2). 
La figure 8 nous montre une forte différence d’expression relative de UMAMIT10, entre la 
souche WT et les souches mutantes. Les mutants 5459 5452 5451 5448 et 5445 ont tous des 
groupes de différents effecteurs mutés, présentés dans le tableau 3. Le test statistique de 
comparaison multiple de Dunett confirme que toutes les valeurs moyennes des mutants sont 
significativement différentes de la valeur moyenne de DC3000 (valeur de p < 0,0001 à un 
intervalle de confiance de 99,9% pour toutes les comparaisons) On suppose que l’un des clusters 
communs à toutes les souches est donc impliqué dans la manipulation de UMAMIT10 par P. 
syringae. Le seul groupe d’effecteurs mutés commun à toutes ces souches est le cluster II 
composé de hopH1 et hopC1. Ces deux effecteurs sont fortement produits par la souche 




Figure 9 : Expression relative de PTR3 dans Col-0 
1 DPI avec des souches mutantes de P. syringae sur différents clusters d’effecteurs (108 
UFC/mL, DO = 0,2). 
Sur la figure 9, le niveau d’expression relative de PTR3 n’est pas significativement différent 
entre la souche WT et les souches mutantes auxquelles il manque certains clusters d’effecteurs. 
Le test statistique de comparaison multiple de Dunett confirme que toutes les valeurs moyennes 
des mutants ne sont pas significativement différentes de la valeur moyenne de DC3000 (valeurs 
de p comprises entre 0,006 et 0,04 à un intervalle de confiance de 99,9%pour toutes les 
comparaisons). Ce même test fait en comparant la valeur moyenne de DC300 et la valeur 
moyenne de hrcC confirme qu’elles sont significativement différentes (valeur de p < 0,0001 
avec un interval de confiance de 99,9%). Cela indique que dans les clusters délétés, aucun 




3.3 Amorçage de la SAR par acide pipécolique (Pipecolic acid priming assay) 
PTR3 et les UMAMIT sont des transporteurs d’acides aminés potentiellement impliqués dans 
la défense contre P. syringae. L’un des systèmes qui permet à la plante de se défendre contre 
les pathogènes est la SAR, comme présentée précédemment. FMO1 est un gène rapporteur de 
l’activation de la SAR par la voie de l’acide pipécolique (Zhang et al. 2018). 
La lysine et l’histidine sont 2 acides aminés précurseurs de l’acide pipécolique. On a décrit 
précédemment que le transport d’acide pipécolique vers les feuilles était impératif pour 
l’activation de la SAR. Les Lysine Histidine Transporters (LHT) 1 et 7 sont deux transporteurs 
d’acides aminés déjà présentés dans la littérature scientifique et nous permettent de vérifier que 
le transport d’acides aminés joue un rôle clé dans l’activation de la SAR. 
Pour vérifier cette hypothèse, nous avons fait un pip-priming assay sur A. thaliana Col-0, WT 
ou des mutants lht1 et lht7. L’activation de la SAR sera déterminée en mesurant l’expression 
relative de FMO1. Si on voit une baisse de cette expression entre la plante contrôle et la plante 




Figure 10 : Pip-priming assay sur les mutants lht1 et lht7 
L’expression relative de FMO1 est mesurée pour déterminer l’activation de la SAR dépendante 
de l’acide pipécolique. 
En suivant les différentes conditions du pip-priming assay présentées au tableau 5, la figure 10 
nous montre une forte diminution de l’expression relative de FMO1 sur les mutants LHT7. Le 
test de comparaisons multiples de Tukey nous confirme que la moyenne des colonnes pip-
DC3000 de chaque condition sont différentes les unes des autres (valeur de p comprises entre 
0,0001 et 0,03). Ce mutant semble avoir du mal à activer la SAR, dépendante de l’acide 




3.4 Résultats des décomptes bactériens 
 
Figure 11 : Décompte bactérien sur A. thaliana Col-0 WT, et les mutant ptr3, umamit10 ou 
umamit33 
3 DPI avec P. syringae DC3000 (105 UFC/mL, DO = 0,0002) 
Après avoir infecté les feuilles des différentes plantes avec P. syringae, les échantillons de 
feuilles sont prélevés, broyées, diluées et étendues sur des géloses LBA, puis comptées 3 jours 
après. Les décomptes bactériens de A. thaliana Col-0 et des mutants sur PTR3, UMAMIT10 et 
UMAMIT33 ne sont pas significativement différents. Le test statistique de comparaison 
multiple de Dunnett confirme qu’aucune valeur moyenne des décompte bactériens avec les 
plantes mutantes n’est significativement différents de la valeur moyenne du décompte avec Col-
0 (Valeur de P comprise entre 0,03 et 0,90 à un intervalle de confiance de 99,9%) C’est-à-dire 
qu’après 3 jours de croissance bactérienne dans les feuilles, le pathogène se développe aussi 
rapidement dans une plante avec ou sans les transporteurs d’acides aminés étudiés.  
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Les résultats de la figure 11 allant à l’encontre de l’hypothèse selon laquelle les effecteurs 
auraient un impact sur le fitness du pathogène, nous avons effectué des décomptes bactériens 
sur des mutants A. thaliana sans les LHT 1 et 7, car nous avons déjà démontré que ces 
transporteurs avaient un rôle à jouer dans l’expression de FMO1 qui est un marqueur de la SAR. 
 
Figure 12 : Décompte bactérien sur A. thaliana Col-0 WT, et les mutants lht1, lht7 
3 DPI avec P. syringae DC3000 (105 UFC/mL, DO=0,0002) 
La figure 12 met en évidence le même résultat que la figure 11 : il n’y a aucune différence 
significative sur le développement du pathogène dans les feuilles même si des transporteurs 
d’acides aminés impliqués dans l’activation de la SAR sont mutés. Ce résultat nous permet de 
supposer que la mutation d’un seul transporteur d’acides aminés ne change pas nécessairement 
le fitness de la bactérie, même si ce transporteur d’acides aminés est reconnu comme étant 




Figure 13 : Décomptes bactériens sur 3 jours (par intervalle de 24h) sur A. thaliana Col-0 
WT, et les mutants ptr3, umamit10 ou umamit33 
3 DPI avec P. syringae DC3000 (105 UFC/mL, DO=0,0002). 
Les résultats des figures 11 et 12, étant analysés après 3 jours post-infection, nous avons répété 
l’expérience de la figure 11, mais la figure 13 nous montre que la quantité de bactérie dans les 
feuilles a été mesurée chaque jour pendant la durée de l’expérience. Cette expérience était 
nécessaire pour observer la vitesse de développement de la bactérie dans les différentes plantes 
testées. Encore une fois, le résultat du décompte bactérien est négatif; il n’y a aucune différence 





DISCUSSION ET CONCLUSION 
 
4.1 Discussion 
Le transport d’acides aminés à la suite d’une infection de A. thaliana par P. syringae est encore 
peu connu. Il a été prouvé que la réabsorption de nutriments, tel que le sucre, par les 
transporteurs STP de la cellule hôte, est l’une des stratégies de défense de la plante pour affamer 
son agresseur (Chen et al. 2010). 
L’hypothèse de départ était donc que de façon similaire, les transporteurs d’acides aminés sont 
impliqués dans la défense de la plante à la suite d’une infection du pathogène P. syringae. Les 
résultats de données publiques produits par le laboratoire de Nuemberger, dans le cadre du projet 
AtGeneExpress, ont permis d’identifier un couple de transporteurs d’acides aminés, PTR3 et 
UMAMIT. PTR3 est un importeur qui transporte les acides aminés de l’apoplasme vers le 
cytoplasme, tandis que UMAMIT est un exporteur d’acides aminés. 
Il a été démontré qu’un mutant A. thaliana, auquel il manque le transporteur PTR3, est plus 
sensible à P. syringae (Karim et al. 2007). Cependant, il n’a pas été démontré que les 
transporteurs UMAMIT sont impliqués dans la défense de la plante.  
Le but de ce projet était, dans un premier temps, de mettre en évidence la manipulation de 
l’expression des transporteurs PTR3, UMAMIT 10 et UMAMIT 33 par P. syringae, pour son 
propre bénéfice. Que ce soit augmenter l’expression de l’un pour avoir accès à plus de 




Le second objectif de ce projet est de montrer l’implication des transporteurs d’acides aminés 
dans l’activation de la SAR dépendante de l’acide pipécolique. Pour ceci, nous avons travaillé 
avec 2 transporteurs d’acides aminés transportant la lysine et l’histidine, lesquels sont des 
précurseurs de l’acide pipécolique: LHT1 et LHT7. 
Pour répondre à la première hypothèse, nous avons fait des tests RT-qPCR sur A. thaliana Col-
0 à la suite d’une infection par P. syringae Pv tomato DC3000 et avons observé l’expression 
relative des différents transporteurs d’acides aminés étudiés (figure 7). Ceci nous a permis de 
confirmer les résultats d’une banque de données publique (tableau 6), de montrer que 
l’expression de PTR3 est compromise par le pathogène et que l’expression des UMAMIT est 
augmentée par le pathogène à la suite d’une injection d’effecteurs de type III dans la cellule 
hôte. P. syringae hrcC est incapable de manipuler l’expression de ces transporteurs, car il n’a 
pas de système de sécrétion type III (T3SS) nécessaire à l’injection des effecteurs, à l’inverse 
de DC3000. 
La conclusion émise à la figure 8 est que l’un des clusters d’effecteurs de type III est nécessaire : 
le cluster II contenant hopH1 et hopC1. Bien que la fonction précise de ces deux effecteurs ne 
soit pas connue, il a été démontré que la virulence de la souche CUCPB5445 (mutant sur le 
cluster II) est fortement diminuée. Le cluster II contribue à la sévérité des symptômes de lésions 
chez A.thalina, Nicotiana benthamiana, et la tomate, ceci suggère que la fonction de ces 
effecteurs n’est pas spécifique à une seule plante (Wei et al. 2007). 
Une suite possible pour ce projet serait de complémenter la souche mutante CUCPB5445 afin 
de confirmer l’implication des effecteurs dans ce phénomène. Un matériel utilisable pour ceci 
serait des plasmides comme pCPP5053, qui contient l’insert hopC1 et pCPP5306 qui contient 
l’insert hopH1 (Munkvold et al. 2008). Ces plasmides seraient utiles pour pouvoir faire une 
transformation bactérienne sur la souche mutante CUCPB5445 (ΔII) et ainsi lui redonner ces 
effecteurs, un par un, pour déterminer leur fonction, c’est-à-dire faire une souche ΔII+hopC1 et 
une souche ΔII+hopH1. 
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Ces nouvelles souches nous permettraient de savoir si les deux effecteurs sont nécessaires pour 
manipuler l’expression de UMAMIT10 ou non. Il est possible que cette manipulation vienne 
d’un seul effecteur ou d’une association de deux effecteurs. Si l’une des nouvelles souches 
récupère sa virulence et sa capacité à manipuler l’expression de UMAMIT10, cela pointerait 
dans la direction d’une fonction dépendante d’un seul effecteur. Ce nouveau matériel permettra 
également de confirmer ces résultats intéressants et d’encourager la création de nouveaux 
projets pour identifier la fonction des effecteurs du cluster II. Les résultats que nous obtenons 
dans ce mémoire nous indique l’importance du cluster II, mais il faut encore faire plus de 
recherche pour déterminer la fonction précise de ces deux effecteurs. 
Les différents décomptes bactériens (figures 11, 12 et 13) n’ont montré aucunes différences 
significatives entre les plantes A. thaliana Col-0 et les plantes ptr3, umamit10, umamit33, lht1et 
lht7. En d’autres termes, on peut compter autant de bactérie dans les feuilles infectées d’une 
plante WT que dans les feuilles infectées de l’un de ces mutants. On suppose que bloquer 
l’expression d’un seul transporteur d’acides aminés ne suffit pas à changer le fitness du 
pathogène P. syringae. 
L’impact d’une mutation sur un unique transporteur d’acides aminés n’est pas assez important 
pour modifier la vitesse de croissance du pathogène. Répéter cette expérience avec des doubles 
mutants (uamit10/umamit33, par exemple) pourrait montrer une différence significative sur le 
fitness du pathogène. En effet, une autre étude sur les UMAMIT 14 et 18 a montré que le double 
mutant umamit14/umamit18 avait beaucoup plus d’impact sur la réduction des échanges 
d’acides aminés par rapport au simple mutant umamit14 (Besnard et al. 2016). 
Avant la fin des expérimentations, nous avons pu produire des A. thaliana double mutants 
uamit10/umamit33. La personne prenant la suite du projet pourra utiliser ce nouveau matériel 
végétal pour faire des RT-qPCR, pip-priming assay ou décomptes bactériens. 
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Pour répondre à la seconde hypothèse, nous avons effectué un pip-priming assay sur les mutants 
lht1 et lht7 (figure 10). Il nous permet de conclure que les transporteurs LHT1 et LHT7 sont 
impliqués dans l’activation de la SAR dépendante de l’acide pipécolique, car le gène rapporteur 
FMO1 est bien moins exprimé chez les plantes mutantes ΔLHT1et ΔLHT7. Ces deux 
transporteurs véhiculent deux acides aminés, la lysine et l’histidine, qui sont des précurseurs de 
l’acide pipécolique. Un transporteur d’acide aminé peut donc être impliqué dans la signalisation 
de défense de la plante lors de l’activation de la SAR dépendante de l’acide pipécolique. Il 
faudra répéter cette expérience pour tester l’activation de la SAR après une infection par P. 
syringae. 
La suite logique de cette expérience est d’effectuer un pip-priming assay sur les mutants ΔPTR3, 
ΔUAMIT10, ΔUMAMIT33 et le double mutant ΔUAMIT10/ΔUMAMIT33. Ce sont des 
transporteurs non spécifiques (Eom et al. 2015; Müller et al. 2015); nous pouvons donc émettre 
l’hypothèse qu’ils pourraient avoir un impact sur le transport de l’acide pipécolique comme les 
transporteurs LHT1 et LHT7. Si ce futur pip-priming assay donne les mêmes résultats que la 
figure 10, cela prouverait que PTR3 ou les UMAMIT ont également un rôle à jouer dans la 
signalisation systémique d’un signal de défense dans la plante. 
Comme nous pouvons le voir, il reste encore des expériences intéressantes à faire sur ce projet 






Le modèle "zig-zag" entre les systèmes de reconnaissance et de défense de A. thaliana, et le 
pathogène virulent P. syringae pv tomato DC3000, est de plus en plus étudié. En effet, l’étude 
de ce patho-système permet de comprendre les interactions moléculaires entre un pathogène et 
la cellule hôte végétale. 
L’une des stratégies connues de la plante pour contrer une infection d’un pathogène est la 
réabsorption de sucres dans le cytoplasme afin d’affamer son agresseur qui se développe dans 
l’apoplasme. Au travers des expériences présentées dans ce mémoire, nous montrons que la 
manipulation du transport des acides aminés est importante. 
Les résultats des RT-qPCR suggèrent que l’expression de UMAMIT10 est réduite par la plante 
après reconnaissance du pathogène, mais est fortement augmentée après l’injection des 
effecteurs de type 3 par le système de sécrétion de P. syringae. De plus, les effecteurs 
responsables de cette augmentation d’expression seraient les effecteurs du cluster II : hopH1 et 
hopC1. 
À l’inverse, PTR3 est un transporteur d’acides aminés qui va donner un avantage à la plante. 
Même si nous pouvons avancer que des effecteurs de type III sont responsables de la diminution 
de l’expression de PTR3 lors d’une infection, nous n’avons pas pu identifier de potentiels 
effecteurs responsables de cet effet.
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Enfin, les résultats de pip-priming assay montrent l’importance de certains transporteurs 
d’acides aminés comme LHT1 et LHT7 dans l’activation de la SAR dépendante de l’acide 
pipécolique. Il reste à répéter ce test de pip-priming assay avec les mutants ΔPTR3, ΔUAMIT10, 
ΔUMAMIT33 et le double mutant ΔUAMIT10/ΔUMAMIT33. 
Comme nous l’avons précisé dans la discussion, il reste encore des expériences à effectuer pour 
déterminer la fonction précise des effecteurs hopH1, hopC1, et des transporteurs d’acides 
aminés PTR3, UMAMIT10 et UMAMIT33. Investiguer leur rôle permettra de mieux 
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